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摘要    利用盐生植物抑制藻类生长是防治海洋赤潮发生的一种新兴技术. 本文以中国近海
典型赤潮原因种中肋骨条藻为对象, 研究了滩涂盐生植物盐角草对藻生长的影响及其机制, 并
利用高效液相色谱技术分析潜在的抑藻物质. 共培养实验结果显示, 在营养盐充足的条件下, 
盐角草能够显著抑制中肋骨条藻的生长, 降低藻生长水体叶绿素 a (Chl a)浓度. 除盐角草根系
水提物之外, 其余 3 种有机相提取物均能抑制藻的生长, 改变藻细胞大小, 并且影响单个细胞
的 Chl a 含量. 各种有机相提取物的抑制作用具有浓度效应, 随浓度升高抑制作用增强; 以甲
醇相提取物效果最明显, 其次是正丁醇和氯仿相提取物. 经高效液相色谱分析, 在甲醇相提取
物中鉴定出 2 种黄酮化合物―――  芦丁和槲皮素-3-β-D-葡萄糖甙. 其中芦丁对中肋骨条藻的生长
具有一定的抑制作用, 其抑制效果随芦丁浓度的升高而增强, 随藻细胞初始接种密度的升高而
减弱. 结果表明, 盐角草能够抑制中肋骨条藻的生长, 芦丁作为盐角草的代谢产物之一有望成
为新的抑藻剂. 
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在淡水领域中 , 利用生物间的拮抗作用控制赤潮  
发生已取得较大进展, 但在海洋及沿海领域, 这项 
技术的研究才刚刚兴起 . 厦门筼筜湖 (24°47′14′′N, 

















经浮床的水体, 浮床铺设 1 年后, 中肋骨条藻的细胞




1  材料与方法 




28~33 psu).  
实验所用中肋骨条藻, 其无菌株由厦门大学海
洋生态实验室提供(编号为 YDL1108). 藻种无菌培养
于 f/2 培养液 [11]中, 培养温度为 20℃, 光强为 72 
μmol/(m2 s), 光周期为 12 h:12 h. 培养液的 pH 和盐
度分别调至 8.0±0.2和 30 psu. 每天定时晃动培养瓶 2
次, 以防止藻附壁生长.  
实验海水 : 厦门西海域海水经醋酸纤维滤膜
(0.22 μm)过滤以除去微藻和颗粒物, 用 f/2 营养液加
富, 海水 pH 和盐度分别调至 8.0±0.2 和 30 psu, 高压
灭菌后冷却备用.  
1.2  根系提取物的制备 
实验开始前先将盐角草新鲜根系冷冻干燥并研
磨成粉, 经 200 目筛绢过滤备用. 实验分别用蒸馏水
和 3 种具有不同极性的有机溶剂(极性从高到低: 甲
醇 (methanol)>正丁醇 (butanol)>氯仿 (chloroform))抽
提根粉末. 取 20 g 根粉末与 100 mL 氯仿混合, 用超
声波萃取 1 h, 并放置在 20℃的黑暗环境中抽提 24 h, 
收集抽提液, 用同样方法再抽提 2 次直至抽提液为无





1.3  盐角草植株对中肋骨条藻赤潮的抑制实验 
取 6 个透明玻璃水缸(规格为 L×W×H=30 cm×20 
cm×30 cm), 每缸中加入 16 L 经 15 μm 筛绢过滤的厦
门西海域海水, 按照 f/2 的配制方法添加各种营养盐. 
取处于指数生长期的中肋骨条藻立即接种于培养液
中, 使藻的初始接种密度为 0.5×103 细胞/mL. 调节
pH 和盐度分别至 8.0±0.2 和 30 psu. 实验设置 2 个处
理组 , CK(对照组 ): 不种植盐角草 ; 植物处理组
(Plant): 种植盐角草植株, 种植密度为 10 g FW/L; 每
个处理设 3 个平行样. 实验过程中 24 h 通气和水循 
环, 平均光照为 130 μmol m−2 s−1, 光周期为 12 h:12 h, 
平均气温 20/30℃. 每天定时取样, 测定. 在实验进
行 72 h 时, 分别向实验组和对照组中添加营养盐, 营
养盐的含量按照 f/4 培养液添加. 每天定时取样测定
水中亚硝酸氮(NO2−-N)、硝氮(NO3−-N)、氨氮(NH4+- 
N)、可溶性无机磷酸盐(DIP)的浓度以及藻生长水体
叶绿素 a(Chl a)浓度和藻密度[12]. 藻比生长率(μ)和抑
制率(IR)的计算方法如下:  
在实验期间根据细胞密度计算中肋骨条藻的比
生长率[13]:   
μ=(ln Nt−ln N0)/t, 
其中, Nt 和 N0 分别为第 t 和 0 d 时中肋骨条藻的细胞
密度;  
同时, 根据实验期间各个处理组中中肋骨条藻
的比生长率, 计算海马齿植株对藻生长的抑制率[14]:  
IR(%)=(1−μp/μc)×100, 
其中, μp 和 μc 分别为植物处理组和对照组中藻的比生
长率.  
1.4  盐角草根系提取物影响中肋骨条藻生长的实验 
实验采用 100 mL 的三角烧瓶, 内含 40 mL 新鲜
f/2 培养液. 取处于指数生长期的中肋骨条藻立即接





与 f/2 培养液的混合液作为正负对照. 各助溶剂在藻
培养液中的终浓度为 0.01%(体积比). 每组实验设 6
个平行样. 藻培养温度为 20℃, 光强为 72 μmol m−2 
s−1, 光周期为 12 h:12 h. 每天定时晃动培养瓶 2 次, 
以防止微藻附壁生长. 实验过程中, 每天定时取样测
定藻密度、水体 Chl a 浓度和单个细胞 Chl a 含量. 同
时, 在荧光显微镜(Leica DM4500 B)下观察细胞形态
大小, 并用图像测量软件 Image-Pro Express 6.0 计算





V=(π×(3×L−W)×(W/2) ^ 2)/3, 
其中, V 为细胞体积(μm3), L 为细胞长径(μm), W 为细
胞短径(μm).  
在实验结束后, 计算提取物对藻生长的抑制率, 
并分别用以下回归模型 : 直线型 (Linear)、指数型
(Exponnetial)、S 型(Boltzmann 和 Logistic)以及多项
式模型(Polynomial)进行标准化, 根据拟合度最高的
模型计算不同提取物对藻生长的半抑制浓度(IC50).  
1.5  盐角草甲醇提取物黄酮类成分的测定 
精密称取芦丁(Co. R5143, Sigma)、槲皮素-3-β- 
D-葡萄糖苷(Co. 17793, Sigma)和槲皮素(Co. Q4951, 
Sigma)标准品适量 , 加甲醇制成不同浓度的混合  
标准液. 实验用高效液相色谱(HPLC)分析仪进行分
析. 所用HPLC仪器型号为Waters 2695, 配有Waters 
2996 检测器 , 色谱柱为 Waters C18(250 mm×4.6 
mm×5 µm), 以甲醇(A)-0.2%磷酸(B)为流  动相 [16], 
以梯度洗脱方式对 3 种黄酮化合物进行  洗脱, 洗
脱程度为 0~10 min, 2% A, 10~15 min, 2% A到 45% A, 
15~26 min, 维持 45% A, 26~27 min, 45% A 到 2% A, 
27~37 min, 维持 2% A, 然后停泵. 流  速 1 mL/min, 
检测波长 256 nm, 柱温 30℃, 进样量为 10 μL.  
1.6  芦丁对赤潮藻生长抑制实验 
取适量芦丁用甲醇溶解 , 实验浓度为 2×10−8~ 
2×10−5 mol/L. 分别添加相同体积的甲醇与甲醇和 f/2
培养液的混合液作为正负对照 , 甲醇终浓度为
0.01%(v/v). 取处于指数生长期的中肋骨条藻, 立即
接种于装有 40 mL 各种培养液的三角烧瓶中, 使初
始接种密度为 1×103 细胞/mL. 培养温度为 20℃, 光
强为 72 μmol m−2 s−1, 光周期为 12 h:12 h. 每天定时
晃动培养瓶 2 次, 以防止微藻附壁生长. 每组实验设
6 个平行样, 实验开始后, 每天定时取样, 观察藻细




组: 0.01, 0.1, 1, 10 和 100×103 细胞/mL. 其他实验条
件同上, 每组实验设 6 个平行样. 实验开始后, 每天
定时取样观察藻细胞密度变化.  
1.7  数据处理与统计分析 
利用 OriginPro 7.5 对实验数据作图; 采用 SPSS 
16.0 中的方差分析(ANOVA)检验各处理组的差异显
著性, 并采用 Tukey’s 检验进行(P<0.05)各处理组间
的多重比较.  
2  结果 
2.1  共培养盐角草对中肋骨条藻赤潮的抑制作用 
如图 1A 和 B 中肋骨条藻的时间生长曲线所示, 
共培养系统中水体 Chl a 浓度和藻细胞密度远远低于
对照组, 说明藻的生长完全被盐角草抑制. 同时, 盐
角草对藻生长的抑制作用具有时间效应, 5 天之前抑
制作用随时间的延长而增强. 在实验处理 5 天后, 对
水体 Chl a 浓度和藻密度的抑制率分别达到 98.74%
和 99.68%. 在整个实验过程中, 水体 DIN 和 DIP 的
浓度始终处于较高的浓度(图 1C 和 D). 在对照组中, 
随着藻的生长逐渐衰退(5 天之后), DIP重新释放到水
体中, 导致 DIP 的浓度升高.  
2.2  盐角草根系提取物对中肋骨条藻生长的作用 
实验结果显示, 3 种助溶剂在浓度为 0.01%(体积
比)时对藻的生长没有明显影响. 从图 2A 可以看出, 
在实验浓度下, 盐角草水提物对藻的生长具有一定
促进作用; 相反, 3 种有机相提取物则显著抑制藻的
生长. 各种有机相提取物的抑制作用具有浓度效应, 
其中, 甲醇相提取物对藻的抑制作用最大, 其 IC50 为
4.05 mg/L(表 1), 其次是正丁醇和氯仿相提取物. 与
表 1  盐角草根系提取物和芦丁对中肋骨条藻的 IC 50值 
根系提取物(mg/L) 
 
水相 甲醇相 正丁醇相 氯仿相 
芦丁(mol/L) 





图 1  盐角草植株对中肋骨条藻生长的抑制作用  
细胞密度(A)、Chl a 浓度(B)、水体 DIN 浓度(C)和 DIP 浓度(D). 中
肋骨条藻单独培养设为对照组, 点画线表示海水富营养化的阈值.  
图中数据为 SD( 6)x n± =  
对照组相比, 藻细胞大小和单个藻细胞的 Chl a 含量
也受到影响, 并且随着提取物浓度的变化而改变.  
2.3  芦丁对中肋骨条藻生长的抑制作用 
经 HPLC 分析, 在甲醇相提取物中检测出 2 种 
黄酮物质—— 芦丁和槲皮素 -3-β-D-葡萄糖甙 . 芦  
丁和槲皮素-3-β-D-葡萄糖甙的标准曲线如图 3C 和 D
所示, 根据标准曲线计算得出, 每克干重盐角草根中
芦丁和槲皮素 -3-β-D-糖甙的含量分别为 60.14 和
29.48 μg.  
如图 4 所示, 在不同浓度的芦丁处理下, 藻的生
长受到一定的抑制, 且抑制作用随着芦丁浓度的升
高而增强, 当芦丁浓度为 6.69×10−7 mol/L(表 1)时, 
对藻生长的抑制率达到 50%. 此外, 在不同初始接种
密度下, 藻细胞对芦丁的响应不同. 从图中可以看 
出, 随着初始接种密度的减少, 芦丁的抑制作用增 
强, 特别是当初始接种密度≤1×103 细胞/mL, 芦丁能
显著抑制藻的生长.  








长的临界值. 结果发现, 不管从藻细胞密度还是 Chl 














藻物质, 而且这些抑藻物质活性较稳定. 此外, 在厦
门市筼筜湖的野外实验中也发现, 在湖上铺设盐角 




图 2  盐角草根系提取物对中肋骨条藻生长的影响 
水提物(A, E)、甲醇相提取物(B, F, I)、正丁醇相提取物(C, G, J)和氯仿相提取物(D, H, J). 中肋骨条藻单独培养作为对照组. 图中数据为
SDx ± (细胞密度和 Chl a: n=6; 细胞大小: n=50). 经 Tukey’s(P<0.05)检验, 相同的字母表示处理间无显著差异, 不同字母表示差异显著 












可能有两种, 其一, 水提物的作用存在低促高抑的效 





中肋骨条藻细胞体积增大、容易聚团甚至出现裂   
解. 这与之前 Mulderij 等人[26]的结果相符合, 他们 
的研究还显示大型海藻水剑叶的分泌物能够显著  
增大斜生栅藻的细胞个体, 并加速细胞的沉降[27]. 同
时发现, 藻细胞内 Chl a 浓度发生了变化, 提取物可
影响藻的光合作用. Hilt[28]也曾报道被甲栅藻与穗状






图 3  盐角草根系甲醇相提取物的高效液相色谱图 
A: 标准品, 1: 芦丁, 2: 槲皮素-3-β-D-糖甙, 3: 槲皮素; B: 甲醇相提取物; C: 芦丁标准曲线; D: 槲皮素-3-β-D-糖甙标准曲线. 图中数据为
SDx ± (n=3) 






















图 4  芦丁对中肋骨条藻生长的抑制作用  
A: 不同浓度的芦丁对藻生长的影响; B~F: 不同初始接种密度的藻对芦丁的响应. 图中数据为 SDx ± (n=6) 
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